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小動物における薬物依存の評価法
一特に身体依存について一
　鈴　　木　　　　勉
星薬科大学　応用薬理学研究室
Evaluation　for　drug　dependence　in　rodents
一Physical　dependence一
　　　　　　　　Tsutomu　SuzuKI
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　身体依存形成能を有する薬物としてこれまで知
られているものを三つの型に分類することができ
る．すなわち，alcohol型薬物，　barbiturates型
薬物およびmorphine型薬物である．新薬の開
発に当たって，これらの身体依存形成能の有無を
マウスやラットで予知することは非常に重要であ
る．現在，次々に合成される化合物のうち，原則
として薬理学的に中枢作用を有するものはすべて
薬物依存性試験を実施しなければならない．
　身体依存形成薬物の特定な薬理作用がある程度
以上の強さで一定期間以上持続された場合，ヒト
でも，動物でも，身体依存が形成される．したが
って，薬物の身体依存形成に当たっては，薬物の
投与量，投与期間，投与頻度が重要な要因とな
り，これらの因子を十分考慮する必要がある．
Morphine型薬物では特に投与頻度が投与期間よ
り大きな影響を及ぼすことがSeeversとDen－
eau1）によって指摘されているので，薬物の作用
持続時間などを考慮して投与頻度を決定する必要
がある．Barbiturates型薬物では投与期間が特
に重要である．身体依存形成の有無は休薬により
退薬症候（withdrawal　signs）が出現するかどう
かで初めて知ることができる．薬物の身体依存形
成能の予知法としてWHOの技術報告書2）では，
身体依存形成試験と交差身体依存性試験の2種類
があげられている．身体依存形成試験は非依存動
物に薬物を長期間にわたり反復投与し，その後休
薬（withdrawa1）を行い，退薬症候の出現の有無
を調べる方法である．退薬症候の誘発は薬物投与
の中止による休薬を原則とするが，morphine型
薬物のように特異的拮抗薬が存在する場合には，
麻薬拮抗薬による退薬症候誘発試験も行うことが
できる．一方，交差身体依存性試験はあらかじめ
標準薬によって身体依存を獲得後休薬し，退薬
症候出現後に被検薬を投与する．そして，被検薬
がmorphineまたはbarbituratesの退薬症候を
抑制するか否かにより，morphineまたはbar－
bituratesとの交差身体依存性の有無を調べる方
法である．
　小動物による薬物の身体依存形成能を予知する
ための研究は非常に古くから行われ，初期には退
薬症候の指標が，その後には薬物の投与法が合わ
せて検討されてきた．Morphine型薬物の退薬症
候の指標としては体重減少，“wet　do9”shake，
lumping，各退薬症候の評点法などが数多く報告
されている．これらのなかで依存強度に対応し，
本研究は第4回日本薬理学会学術奨励賞受賞研究の一部である．
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客観的な指標としてラットでは体重減少，マウス
ではjumpingが最も広く使用されている．一方，
barbiturates型薬物の退薬症候の指標としては
痙攣，痙攣閾値低下，体重減少などが報告されて
おり，これらの指標がマウス，ラットともに広く
使用されている．身体依存の形成には薬物の投与
量，投与期間，投与頻度が重要な因子となること
は前述のとおりである．そこで，薬物の投与法に
ついては多くの研究者が種々の方法を開発し，報
告している．したがって，本総説では小動物にお
ける薬物依存性試験，特に身体依存性試験につい
て，morphine型薬物とbarbiturates型薬物に分
類し，身体依存形成試験と交差身体依存性試験に
ついて以下に述べる．
（A）Morphine型薬物の身体依存性試験
　（a）　注射法（細谷法）
　本法は古くから行われている方法で，1958年に
細谷と乙部8）がラットを用いてmorphineを初回
（1回）量20mg／kgより漸次増量して最終（1回）
量100mg／kgとなるように4週間あまりにわたり
1日2回皮下投与し，その後morphineのかわり
に生理食塩液を与えると，体重減少，摂餌量およ
び飲水量の減少，自発運動量の減少などの退薬症
候が観察されることを報告して以来，細谷法とし
て広く使用されている．この報告の中で，細谷ら
は休薬による体重減少がmorphine型薬物の身体
依存を推定するための良い指標となることを世界
で最初に提唱した．その後多くの研究者によって
追試，検討がなされ，現在ラットにおけるmor・
phine型薬物の退薬症候の指標として体重減少が
最も優れていることが確認されている．細谷法で
評価した結果，morphine，　codeine，4－propoxy．
phene，　azabicyclaneで処置したラットでは休薬
後体重減少を示すが，pethidine，　methadone，　thi・
enylaminobutene，　nalorphine，　pentazocineでは
休薬による体重減少が認められなかった．しかし
naloxoneによる退薬症候誘発試験ではこれらの
薬物で処置したラットはすべて体重減少を示し
た．さらに，細谷らはこれらの身体依存形成試
験，麻薬拮抗薬による退薬症候誘発試験以外にも
交差身体依存性試験，反復投与後の体重変動パタ
ー ンなどから総合的に薬物の身体依存形成能を評
価している．体重変動パターンとは，morphine
を反復投与すると，morphineの投与後に自発運
動量，摂餌・飲水行動などが著明に増加し，これ
らの結果として体重も著明に増加する．この現象
がmorphine型薬物に共通して出現することか
ら，薬物の身体依存形成能評価のためのもう一つ
の指標として加えられている．
　マウスを用いた反復投与による方法はKaneto
ら4）が報告している．その内容は，morphineを
初日10mg／kgから20，40，80，100　mg／kgまで
連日増量し，その後100mg／kgを維持量として
さらに3日間，1日2回ずつ皮下投与するという
スケジュールによって5日目以降jumping，体重
減少などの退薬症候が休薬により出現し，これら
の退薬症候の出現率，出現回数に応じて点数を与
え，1群での総和をもって評価する方法である．
　本法は最も現実的であるが，身体依存の獲得ま
で長期間要し，手間もかかる．さらに，pethidine
などの身体依存形成能の弱い薬物では，自然休薬
で退薬症候が出現しないことなどから次に述べる
ような種々の方法が開発された．
　（b）Pellet法
　Morphine型薬物の身体依存を形成するために
は，上述のごとく投与頻度が最も重要であること
が指摘されている．このような観点から，本法は
薬物の持続的な吸収と体内濃度の維持を期待して
1961年にMaggioloとHuidobro5）によって開
発され，その後Wayら6）によって改良された方
法である．Wayらはpelletの作成を次のように
改良した．Morphine　base　75　mgにmicrocrys・
talline　cellurose　75　mg，　fumed　silicone　diox・
ide　O．75　mg，　calcium　stearate　1．5　mgを加えて
径3mm，硬度15　Strong　cobb　unitのpellet
とした．このpelletをマウスの背部皮下に植え
込み，身体依存形成はpelletを外科的に除く急
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性休薬（abrupt　withdrawal）あるいは麻薬拮抗薬
であるnaloxoneによる退薬症候誘発試験（pre－
cipitated　withdrawal）シこより各種退薬症候の出現
をもって確認している．退薬症候としては排尿，
脱糞，自発運動量増加，振戦，痙攣，呼吸増加，
jumplngなどが重なり合って出現して各症状の
強度を判定することが困難であるため，Wayら
は］umpm9に着目して定量化を行った、すなわ
ち，急性休薬においては，pellet摘出後の単位時
間（15分）におけるjumping出現率の経時変化
をグラフにし，その面積を依存強度として表わし
た．一方，naloxoneによる退薬症候誘発試験で
は，依存強度とjumpingを誘発するnaloxone
の用量が反比例することから，jumpingを誘発
するのに要するnaloxoneのED5。を求め，この
ED50を依存強度として表わした．これらの結果，
pellet法では1個のpelletを1回植え込むこと
によって3日目がピークとなる強い身体依存を形
成することができる．さらに，このようなmor・
phine　pelletを植え込んだマウスを用いpellet
除去後に出現するjumpingに対する各種薬物の
影響を検討しているが，morphine，1－methadone，
pethidine，1evorphanol，　dihydromorphine　は
jumpingを抑制するのに対し，　codeine，　chlor－
promazine，　pentobarbita1はあまり抑えず，∂－
methadone，　dextrophal1はまったく抑制しなか
った．本法の問題点としては15％近くの死亡例
が観察されることと休薬に外科的な操作が必要で
あり，交差身体依存性試験が行いにくいことなど
があげられる．さらに，Swiss　Webster系マウ
スが他の系に比較しjumpingが出現しやすいと
いう系統差，また動物の供給先によっても大きく
異なることも知られているη．
　Pellet法は初期，マウスで行われていたが，
1973年にWei8），　Blasigら9）およびCiceroと
Meyer1°）などが次々にラットでの成績を報告し
た．これらの研究者は，ラットでもマウスと同様
に強い身体依存をpelletの植え込みで形成しう
ることを示している．退薬症候としては体重減
少，jumping，“wet　dog”shake，接触による発
声，立毛，流誕などが観察される．これらの中で
退薬症候を定量的に評価しうる指標として何が最
も適当かという点では学者間に相違があり，体重
減少，jumping，“wet　do9”shakeなどがそれ
ぞれ使用されている．
　このようにpellet法は簡便で継続的な薬物の
吸収が行われ，短時間に動物を依存状態にする良
い方法であるが，上述のような欠点もある．さら
に，naloxoneによる退薬症候誘発試験のみでな
く，pellet除去による身体依存形成試験に重きを
置く必要があることなども指摘されている．ま
た，morphine以外での検討が少なく，morphine
型身体依存の評価法というよりmorphine依存モ
デル 形成法として広く用いられている．
　（c）Slow　release　emulsion（SRE法）
　本法は原理的にはpelle亡法と同様で持続的な
薬物の吸収を目的としたものであり，1972年Col－
1ierら11）が開発した方法である．　Collierらは
morphine　base　150mgに乳化剤であるmarinnde
monooleate（Arlacel　A）0．75　m1とliquid　paraf一
丘n4．25　m1を加え，生理食塩液5m1でemul’
sionとし，この　morphine　slow　release　emul・
sionを150　mg／10　m1／kgラットに皮下投与1し
た．投与後24時間にnaloxoneによる退薬症候
誘発試験で，jumping，被刺激性高進，下痢，眼
瞼下垂，“wet　do9”shakeなどの退薬症候が観
察されることを報告している．その後，Fennesy
とLaskal2）はmorphine以外にpentazocine，
cyclazocine，1evorphanol，　nalorphine，　oxymor・
phane，　1evallorphane，　dextrorphan，　naloxone
についてもemulsionを作成し同様の実験を行っ
ている．退薬症候誘発試験ではnaloxone処置群
にnaltrexoneを，それ以外の群にnaloxoneを
麻薬拮抗薬として用いている．結果はnaloxone
処置以外のすべての群で退薬症候が観察されてい
る．
　SRE法は外科的処置をほどこすことなく，1
回の投与で薬物の継続的な吸収が行われ，24時間
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という短時間内に動物を依存状態にする良い方法
であり，身体依存形成能の弱い麻薬拮抗性鎮痛薬
でも依存動物を形成できる点で非常に優れた方法
であろう．しかし，pellet法と同様の欠点も有し
ている．さらに，SREの除去はpelletの除去以
上に困難である．したがって，これまでのSRE
法に関する報告はすべてnaloxoneによる退薬症
候誘発試験であり，SRE除去による報告は見当
たらない．これにともなって交差依存性試験も困
難となる．これらの点から考察すると，SRE法
はmorphine型薬物の依存モデル獲得法として
は非常に優れているが，薬物の身体依存形成能の
評価法としてはいくつかの難点を有していること
が指摘できる．
　（d）Infusion法
　本法は持続注入法と間欠注入法に分類すること
ができる．持続注入法は原理的にpellet法や
SRE法に類似し，間欠注入法は注射法に類似す
る．持続注入法はマウスではKanetoら13），ラット
ではTeiger14），　Hosoya15）が報告している．投与
経路としては静脈内，皮下，腹腔内などが用いら
れ，それぞれカニューレを通して持続的に薬液を
注入している．退薬症候は薬液注入の中止あるい
は生理食塩液を薬液に換えて注入する方法と
naloxoneによる退薬症候誘発試験で観察されて
いる．マウスでは，jumping，体重減少などの退
薬症候が，ラットでは体重減少，被刺激性高進，
下痢，眼瞼下垂などの退薬症候がそれぞれ報告さ
れている．薬物としてはmorphine以外に
codeine，　pethidineなどが用いられている．
Teigerはこの持続注入法で交差身体依存性試験
も検討しており，morphineの退薬症候がmetha・
done，　codeine，　pethidineで抑制されることを証
明した．一方，間欠注入法はKoga16）によって報
告され，筆者らも身体依存形成能の評価を本法で
行い，報告した’7）．注射法で身体依存形成能の弱
い薬物や生体内消失の早い薬物の身体依存形成能
の評価を行う場合，注射の頻度を増すことにより
依存動物を獲得することができる．しかし，1日
4回以上の投与を長期間にわたって行うことは，
研究者に対する負担が大きすぎ一般的には不可能
となる．そこで，機械的に薬物を頻回に注射する
方法が本法である．方法は，Weeksの方法18）に
従い，ラットの頸静脈にシリコンチューブを慢性
的に植え込み，注入用ポンプで薬液を注入する．
なお，注入用ポンプはタイマーで制御し，一定間
隔で薬液が注入されるようにする．このような方
法でmorphineを注入後，　morphineの代わりに
生理食塩液を注入すると体重減少，下痢，被刺激
性高進　“wet　dog”shakeなどの退薬症候が
観察できる．また，同様の処置後naloxoneによ
る退薬症候誘発試験を行うと，急性休薬（自然休
薬）よりさらに強い退薬症候が観察される．また，
交差身体依存性試験も行っており，morphineの
退薬症候をcodeine，　pentazocineなどが抑制す
る．本法でmorphine，　pethidine，　pentazocine，
cyclazocine，　nalorphineなどの身体依存形成能
が証明されている．
　Infusion法は身体依存形成能の弱い薬物の評
価および交差身体依存性試験も簡単に行うことが
でき，morphine型薬物の身体依存形成能の評価
法としては非常に優れた方法である．しかし，手
術を必要とすること，カニューレの保持が大変な
こと，動物の行動がある程度拘束されること，さ
らに経費がかかることなどの難点もある．
　（e）薬物混入飼料法（Drug・admixed　food；
　　　DAF）
　本法は筆者らが1960年代後半より，簡便で，
経済的な薬物依存の評価法開発を目的に行ってい
る方法である19）2°）．DAF法は薬物を日本クレア
製粉末飼料（CA－1）に乳鉢でていねいに混入して
動物に処置する．したがって，薬物は飼料の摂取
と同時に摂取されることから，薬物摂取も夜間多
く，昼間少ないというパターンになるが，動物は
1日中薬物に曝露されている状態になる．また，
当初morphineなどは非常に苦いため動物が
morphine混入飼料を摂取しないのではないかと
いう疑念もあったが，動物は薬物を水溶液とする
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よりも薬物混入飼料の方が摂取を拒まず，摂餌量
もmorphineの濃度が0．5mg／g　food程度では
ほとんど抑制されない．さらに不溶性薬物でも容
易に適用できるなどの点から考えると，DAF法
は投薬の手間はまったく不要となり，動物は1日
中薬物に曝露されるまことに好都合な方法であ
る．以下にDAF法の実際について述べる．
　Morphineの場合，混入濃度0．0625～1．O　mg／9
foodをラットに1週間処置し，その後naloxone
による退薬症候誘発試験を行った結果，退薬症候
としては体重減少，下痢，眼瞼下垂，被刺激性高
進，発声などが観察される．これらの退薬症候の
強度はmorphille混入濃度に依存する．この中
で注目すべきことはmorphine混入濃度が
0．0625mg／g　foodという低濃度でも退薬症候が
観察でき，このときの1日当たりのmorphine摂
取量は5．29±0．07mg／kgと非常に少ないことで
ある．それでは，morphine混入飼料の処置期間
はどれだけ必要かを検討するため，morphine混
入飼料（0．5mg／g　food）を1～7日間処置した群で
休薬とnaloxoneによる退薬症候誘発試験を行っ
た．退薬症候は他の方法と同様に，休薬に比較し
てnaloxoneによって誘発された退薬症候が非常
に強く出現した．また，いずれの方法においても，
退薬症候の強度はmorphine混入飼料の処置期
間に依存した21）．同一濃度のmorphine混入飼
料を長期間にわたって処置した場合の処置期間と
休薬による体重減少との関係を毎週休薬して検討
したところ，6～7週間まで処置期間に依存した
体重減少が観察できる．そして，morphine型薬
物の退薬症候の指標として最も優れている体重減
少はmorphine混入飼料を1日処置したラット
でも休薬およびnaloxone投与ともに出現した．
　これらの結果から考察するとmorphine混入
飼料0．5mg／g　foodを3～4日処置すれぽ強い
morphine依存ラットが獲得できることが示唆で
きる．このように，morphine混入飼料を処置し
た場合には低濃度でも短期間に依存ラットを形成
することができる．それでは，morphine混入飼
料としてラットがmorphineを摂取した場合，
morphine血中濃度はどの程度で，どのような日
内変化を示すのであろうか．ラットにmorphine
混入飼料1mg／g　foodを6日間処置し，7日目の
午前2時，8時と午後2時，8時にそれぞれ採血
してmorphineを定量してみると，午前2時が
0．1～0．2μ9／m1であり，午前8時には0．3～0．4
μ9／m1と増加する．しかし，その後急激に減少し
午後2時が0，1μ9／m1前後，さらに午後8時には
0．05～0．1μg／m1となる．したがって，　morPhine
の血中濃度はmorphine混入飼料の摂取が最も
多く行われる暗期に上昇し，摂取の少ない明期に
は減少するというような日内変化を示してい
る22）23）．このようなDAF法による身体依存形成
試験はmorphineのみでなく，codeine，　dihydro－
codeine，　pethidineなどのmorphine型薬物で
容易に行うことができると同時に，後述するが
barbiturates型薬物でも行える．さらに，　nalo－
xoneによる退薬症候誘発試験も可能である．ま
，ラットのみでなくマウスでもDAF法で身
体依存形成試験とnaloxoneによる退薬症候誘発
試験が行える2の．
　DAF法における交差身体依存性試験は，　mor－
phine混入飼料を処置して獲得した依存動物を用
い，morphine混入飼料に換えて普通飼料とし休
薬を行い，その後被検薬を投与し退薬症候の抑制
を観察する方法（supPression　test）とmorphine
の混入飼料に換えて被検薬物混入飼料として退薬
症候出現の有無，出現した場合にはその程度を対
照群と比較する方法（substitution　test）が可自旨
である．この方法で，morphine，　codeine，　pethi・
djne，　pentazocineなどの薬物について交差身体
依存を証明した．
　このようにDAF法は身体依存の詳価法およ
び依存モデルの形成法として優れた方法と考えら
れる．しかし，pentazocineの場合，　naloxone
による退薬症候誘発試験はできるが，自然休薬に
よって退薬症候が出現しないことが欠点としてあ
げられる．
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表1　Morphine型薬物の身体依存形成方法の比較
方　法 長 所 短 所
注　射　法
（細谷法）
Pellet法
SRE法
Infusion法
DAF法
薬物の一定用量を正確に投与できる
休薬が容易
交差身体依存性試験が可能
依存の維持が比較的容易
短期間で依存動物が獲得できる
Pelletの植込だけで依存動物が獲得できる
短期間で依存動物が獲得できる
SREの1回投与で依存動物が獲得できる
SREの作製が比較的容易
生体内消失の早い薬物の評価ができる
短期間で依存動物が獲得できる
薬物投与を自動的に行うことができる
生体内消失の早い薬物の評価ができる
交差身体依性試験が可能
休薬が容易
薬物の適用が容易
短期間で依存動物が獲得できる
依存の維持が容易
休薬が容易
交差身体依存性試験が可能
不溶性薬物の評価が可能
健康な依存動物が獲得できる
1日数回の投与を毎日しなければならない
投与期間が長い
生体内消失の早い薬物の評価が難しい
Pelletの作製が必要
Pelletを外科的に植込む
植込後急性毒性症状が強く，死亡例が出現
休薬にはPelletの除去が必要
交差身体依存性試験が難しい
SRE投与後急性毒性症状が強い
SREの除去（休薬）が困難
交差身体依存性試験が困難
手術が必要
カニューレの保持が難しい
動物の行動を束縛する
実験設備（シーベル，ポンプ）が必要
経口吸収の悪い薬物は不可
生体内消失の早い薬物の評価がむずかしい
（pethidineは可能）
　（f）その他
　これまで代表的な皿orphine型薬物の身体依
存形成法について述べてきたが，これ以外にもい
くつかの方法が報告されている．Goode25）はre－
serVlorカプセルをラットの皮下に植え込み，こ
のカプセルに薬液を満たして処置し，休薬時には
これを洗い出してしまう方法で良好な成績が得ら
れることを報告している．さらに，WeiとLoh26）
は，同様にラットを用いてosmotic　minipump
を皮下に植え込み，持続的に薬物を放出する方法
を開発し報告している．表1にmorphine型薬
物の身体依存形成法の長所と短所をまとめた．
（B）Barbiturates型薬物の身体依存性試験
Morphine型薬物は短期間で身体依存を形成す
ることができるのに比べbarbiturates型薬物の
身体依存形成には長期間を要する．薬物の身体依
存形成の要因とされている薬物の投与量，投与頻
度，投与期間のすべてがbarbiturates型薬物で
は非常に重要であることが指摘できる．この例と
しては，pentobarbitalのpelletを植え込んでも
短期間で明確な身体依存を形成することができな
いことがあげられる．さらに，薬物の漸増スケジ
ュールも重要な因子となる．たとえば，pento・
barbita1の身体依存はゆるやかな薬用量の増加で
は獲得できない．
　一方，1960年代まで小動物でbarbiturates型
薬物の身体依存を形成させることは不可能とされ
ていた．なぜならば，小動物ではbarbitalなど
の身体依存を形成する前に死亡してしまうためで
ある．しかし，新たな方法の開発，改良などによ
り，barbiturates型薬物の身体依存も小動物で十
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分評価できるようになってきている．
　（a）Drinking法
　1963年にCrosslandとLeonard27）はラットの
飲料水にbarbitalを溶解し，この濃度を漸増し
ながら4～5週間処置した．処置期間のbarbital
摂取量は50mg／kg／dayから280～400　mg／kg／
dayに増加した．このような処置ラットで休薬を
行うと休薬24～48時間後に数例のラットは退薬
症候として痙攣を示した．さらに，すべてのラッ
トが聴覚刺激で痙攣を誘発した．この報告に続い
てEssig28）もラットの飲料水にbarbitalを溶解
し，barbita1濃度2mg／m1より5あるいは6
mg／m1まで111日から159日間にわたって処置
した．その後の休薬により，退薬症候として痙
攣，体重減少，飲水量および摂餌量の減少を観察
した．これらの結果からラットにbarbita1を長
期間にわたって曝露すると身体依存が形成できる
ことが明確となった．
　（b）　注射法
　マウスにおいて金戸ら29）がbarbital　100　mg／
kgを1日2回10日間経口投与し，その後の休薬
でjumping，　backward　locomotion，　tail　flick
などの退薬症候が出現することを報告している．
さらに交差身体依存性試験を多くの向精神薬で行
い身体依存形成能の検定法を確立した．
　一方，吉村と山本3°）はラットを用いpheno－
barbitalを15　mg／kgより1週間ごとに15　mg／
kgずつ漸増し，150　mg／kgまで10週間にわた
って経口投与し，その後，自然休薬およびbemeg－
rideによる退薬症候誘発試験を行った．自然休
薬では著明な体重減少，軽度から中等度の興奮性
の増加，接触刺激に対する過敏性の増加および中
等度の鳴叫，食欲低下，軽度の下痢，10例中1例
に間代性痙攣，また，新たに条件回避反応が中等
度抑制されることを報告した．さらに，拮抗薬の
投与により各退薬症候が増強されることも報告さ
れている．また，benzodiazepine系薬物である
chlordiazepoxideを30　mg／kg　より1週間ごと
に30mg／kgずつ300　mg／kgまで10週間｝こわ
たって経口投与し，その後同様に自然休薬および
bemergrideによる退薬症候誘発試験を行った．
退薬症候として体重減少，食欲抑制，興奮性の増
大，攻撃行動および接触刺激に対する叫鳴などが
認められ，さらに拮抗薬の投与によりこれらの退
薬症候が増強されることも合せて報告している．
このように，長期間barbiturates型薬物を経口
投与することにより依存動物が形成できる．
　（c）DAF法（薬物混入飼料法）
　筆者らはDAF法を用いてラットでbarbitu－
rates型薬物の身体依存形成能の評価も行った．
Barbitalをラット用粉末飼料にていねいに混合
して，barbital濃度0．5　mg／g　foodと1mg／9
foodの併置から6mg／g　foodと8mg／g　food
の併置まで36日間にわたって漸増処置した．
Barbital処置後の休薬17～24時間後に全例のラ
ットが痙攣を示した．それ以外の退薬症候として
は体重減少，摂餌量減少，被刺激性高進などが観
察された．また，phenobarbitalでも同様に
phenobarbital混入飼料の薬物濃度を0、5mg／9
foodと　1　mg／g　foodの併置から4mg／g　food
まで39日間にわたって漸増処置して休薬を行う
と，barbitalと類似の退薬症候が観察された．ラ
表2バルビツレート型薬物混入飼料を処置したラットの退薬症候とその強度
軽　　度 中　　度 重　　度
食欲抑制，
体重減少（5～10％）
過呼吸，攻撃，発声（接触時），被刺
激性高進，軽度振戦，立ち上がり，
耳のびくつき，筋硬直，自発運動量
減少，運動失調，体重減少（10～15
％）
重度振戦（含，頭部振戦），高体温
（1．5～2．0°），線維束性痙縮（首のび
くつき），痙攣（間代一強直性，大発
作型痙撃），衰弱，死亡，体重減少
（15～20％）
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ットで観察できるbarbiturates型薬物の退薬症
候を表2に示した31）．しかし，これまでpento・
barbita1のような超短時間型barbituratesの身
体依存は小動物で獲得することができなかった．
しかし，近年DAF法を用いることにより痙攣な
どの強い退薬症候を示すようなpentobarbital身
体依存動物の獲得が可能となった32）陶．さらに，
非barbiturates系催眠薬であるmethaqualone
はヒトで明らかな身体および精神依存を示すにも
かかわらず，サルではこれらを予知することは難
かしい．しかし，小動物にmethaqualone混入
飼料を適用することにより，ヒトでみられるよう
な痙攣などの強い退薬症候が発現し，身体依存形
成の予知が小動物でできるようになった34）．この
ように，これまで身体依存動物の獲得が非常に困
難とされてきたpentobarbitalおよびmetha・
qualone依存動物を獲得するためには次のような
考慮が必要であった．まず，図1に示したよう
に，薬物の投与計画が非常に重要である．1期で
はできるだけ低用量より高用量，すなわち運動協
調性障害を50％以上示す用量まで急激に上昇さ
せる．これは非常に重要な因子であり，もし漸増
がゆるやかな場合にはいくら長期間処置しても依
存が形成されないか，あるいは非常に弱いものと
なる．H期としては運動協調性障害を50％以上
0
50
（?）???????
100
　0 10　　　　　20
　　処置日数
30
図1薬物混入飼料法によるbarbiturates型薬物の
　　身体依存形成法
示すような条件を約10日間維持する．このよう
な1期およびH期の処置を行った後にpento・
b rbita1およびmethaqualoneを休薬すると，
痙攣などの強い退薬症候を示す．したがって，
barbiturates型薬物の身体依存を形成するための
要因として，これまで確認されている薬物の投与
量，投与頻度および投与期間以外に漸増スケジュ
ールが非常に重要な因子であることを筆者らは主
張している．
　また，diazepam35）86）などの抗不安薬はbar・
biturate系催眠薬に比べ身体依存形成能は非常
に弱い．しかし，薬物混入飼料としてラットに長
期間にわたって適用後，休薬により著明な体重減
少などの退薬症候が出現する．すなわち，DAF
法でbarbiturates型薬物の身体依存形成試験も
十分に可能であることが実証できた．また，退薬
症候としてbarbitalでは痙攣などの著明な症状
が観察できるが，diazepamでは痙攣などは観察
できない．したがって．barbiturates型薬物でも
退薬症候の共通の指標としては，体重減少が最も
優れていることが指摘できる．さらに，交差身体
依存性試験についても，barbitalあるいはpheno－
barbital混入飼料で処置して獲得した依存ラット
を用い，休薬による退薬症候の出現を確認後，被
検薬を投与して退薬症候が抑制されるかどうかに
よって検討した．数種の薬物について行った交差
身体依存性試験の結果をまとめ，図2に示した．
Barbiturate系催眠薬や抗不安薬はbarbitalの退
薬症候を抑制することがラットでも証明できた．
これらのことより，薬物混入飼料法は，不溶性薬
物の多いbarbiturates型薬物の依存モデルの獲
得，身体依存形成能の評価に優れた方法であると
考えられる．
　一方，Belknapら3？）はC57BL／6JとDBA／2J
マウスを用いて，phenobarbita1を飼料に2．5
mg／g　dietの濃度に混合して約6日間処置する
ことにより依存マウスが獲得でき，休薬による退
薬症候として痙攣，wild　runningなどが観察さ
れ，その強度はDBA／2Jの方が強く現れること
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休薬 交差薬物投与・ 休薬
被検薬物が）薬
症候を抑制　る
か　 うかをト討
す　．
破検薬物の
効果を再確認する
交差薬物
I
　Phenobalbital
　Barbital
　Nitrazepan、
1仁a
　Diazepam
　Pentobarbital
　Mcprobamate
　MethaqllalOne
　Ethal）01
17 　　48－72（hrs）
休薬後の｛時間
1～一」
　　7（days）
n－b
　lfenprodil
m
　ChlorprOmazine
Diphenylhydantoin
Mephenesin
Reserpille
Clonidine
Barbital混入飼料0・5と1mg／g　foodから6と8皿9／g　foodまで漸増適用して獲得したbar・
bital依存ラヅトを用いた，
Barbital依存ラットの休薬による退薬症候を17時間観察し，その後被検薬を数回投与し31～55時
間にわたって退薬症候を観察する．引き続いて，これらの被検薬の投与を中止し休薬として同様に退
薬症候を観察する．
1：　barbitalの退薬症候をほぼ完全に抑制する薬物
丑一a’barbitalの退薬症候を部分的に抑制する薬物
1－b：barbitalの退薬症候をみかけ上抑制する薬物
皿1： barbitalの退薬症候に影響しないか，むしろ悪化させる薬物
　　　　図2Barbiturates型薬物の交差身体依存性試験
を報告している．筆者らはC57　BLやDBAの
ような近交系（inbred）マウスではなく，一一般的
なICR系を用いてbarbital混入飼料を1mg／9
foodより8mg／g　foodまで，　phenobarbital混
入飼料は0．5mg／g　foodと1mg／g　foodの併置
から4mg／g　foodまで漸増処置し，休薬による
退薬症候を検討した38）39）．退薬症候としては痙
攣，振戦，体重減少などが観察され，ICR系マ
ゥスでもbarbiturates型薬物の身体依存形成が
可能なことを証明した．
　（d）　その他
　このようにbarbiturates型薬物の身体依存の
研究に用いられる実験動物として，初期にはイ
ヌ，サルが適当であるとされていたが，小動物で
も身体依存形成が十分に行えることが明確となっ
てきた．しかし，前述のように問題点としては
pentobarbita1やmethaqualoneの身体依存が種
々 方法で検討されたにもかかわらず，筆者らが
薬物混入飼料法でこれらの薬物の適用スケジュー
ルを明確にするまではこれらの薬物依存動物を獲
得することが非常に困難であった．筆者らはこの
問題にとりくみ，新たな方法を最近開発しpento－
barbitalの身体依存をラットで形成することがで
きた4°）．この方法は原理的に間欠注入法と同様で
ある．これまでも間欠注入法や持続注入法で
pentobarbitalの身体依存形成がラットで試みら
れたが，低用量では身体依存が形成されず，高用
量では死亡し依存動物を獲得することができなか
った．そこで，筆者らは薬物の作用時間，時間薬
理学的効果の違い，耐性などを考え，薬物の間欠
注入を1時間に1回というような機械的方法でな
く，動物が一定の運動量を示した時に薬液を注入
するという方法を考察した，本法でpentobar・
bitalを処置すると，初期体重抑制がみられるが
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表3Barbiturates型薬物の身体依存形成方法の比載
方法 長 所 短 所
Drinking法　薬物の適用が容易
注　射法
DAF法
薬物の一定用量を正確に投与できる
薬物の適用が容易
不溶性薬物の評価が可能
Pentobarbita1やmethaqualoneの評価が可能
健康な依存動物が獲得できる
不溶性薬物の評価が不可
経口吸収の悪い薬物は不可
生体内消失の早い薬物の評価がむずかしい
薬物投与を毎日しなけれぽならない
薬物の投与期間が長い
生体内消失の早い薬物の評価がむずかしい
経口吸収の悪い薬物は不可
その後は比較的順調な体重増加を示す．1回の注
入用量は20mg／kg，処置期間は20日間とした．
注入回数は初日10～20回であるが徐々に増加し
40回前後となる．すなわち，耐性が自然に消去さ
れることを示している．このような処置ラットで
休薬を行うと，痙攣，振戦，著明な体重減少など
の退薬症候が観察できる．このように，筆者らの
開発した新たな方法でもpentobarbitalの身体依
存形成を証明することができた．本法は中枢抑制
薬の身体依存形成に応用できるものと考えられ
る．
　動物実験の成績をまとめてみると，barbitu・
rates型身体依存形成の一般的原則として中枢神
経系を昼夜にかかわらず中等度抑制した状態を比
較的長期間継続する必要がある．したがって，各
薬物の中枢抑制作用の強さとその持続時間の長短
を十分考慮して適切な投与法を選ぶことが，適切
な身体依存の形成につながるといえる．最後に，
barbiturates型薬物の身体依存形成法の長所と短
所を表3にまとめた．
ま　と　め
　新薬が開発された場合，その薬物が中枢神経系
に何らかの作用を示せぽ原則的にすべての薬物に
ついて依存性試験を行わなけれぽならない．次々
と開発される薬物をすべてサルで実験することに
は限界があり，本総説で述べたように小動物での
研究も非常に進歩しており，これまでの研究結果
で少なくとも薬物の依存形成の有無に関してはサ
ルと異なった成績は得られていない．したがっ
て，依存形成薬物を予知するための一次スクリー
ニング法として小動物を用い，問題があれぽサル
での実験を行うようにすれぽよいと考えられる．
また，morphine型薬物依存の小動物での評価法
はそれぞれの方法に長所，短所があるので2種以
上の方法で行えぽ適切な評価を行うことができる
と考えられる。
　Barbiturates型薬物依存については，これまで
小動物で依存モデルを獲得することが容易ではな
かった．そこで，barbiturates型薬物依存の評価
およびbarbiturates型依存のメカニズムに関す
る研究はmorphineに比較して大きな遅れをと
っていた．しかし，薬物依存の研究が進歩し，小
動物でbarbiturates依存モデルを比較的容易に
獲得できるようになり，さらに，barbiturates型
に属するほとんどの薬物の身体依存形成能の評価
が可能となった．したがって，今後のbarbitur・
ates型薬物依存のメカニズムに関する研究が飛
躍的に進歩するものと思われる．
　最後に，依存性のない優れた薬物を創製する努
力とともに，薬物依存と耐性メカニズムの解明の
一 日も早からんことを期待したい．
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